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MOLEKULARNA DETEKCIJA I ISPITIVANJE ZASTUPLJENOSTI 
UZROČNIKA DIROFILARIOZE PASA NA TERITORIJI GRADA BEOGRADA* 
MOLECULAR DETECTION AND INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF 
DIROFILARIOSIS CAUSATIVE AGENT IN DOGS ON THE TERRITORY OF BELGRADE
Davitkov Dajana, Davitkov Darko, Vučićević Miloš, Nešić Vladimir, Glavinić Uroš,  
Stevanović Jevrosima, Stanimirović Zoran**
Dirofilarioza pasa je parazitsko oboljenje izazvano vrstama 
Dirofilaria immitis i D. repens. D. immitis parazitira u desnoj strani srca 
i plućnoj arteriji, dovodeći do značajnog funkcionalnog oštećenja srca, 
dok adultni oblici D. repens uglavnom parazitiraju u subkutanom tkivu 
dovodeći do manjih oštećenja kože. U ovom istraživanju ispitano je 60 
pasa, različitih rasa, sa teritorije grada Beograda, u periodu od maja do 
novembra 2015. godine. Nakon kliničkog pregleda, krv je uzorkovana 
za detekciju mikrofilarija modifikovanim Knott-ovim testom, kao i za 
molekularnu detekciju uzročnika. Glavni klinički znaci su bili: brzo 
zamaranje tokom treninga, otežano disanje i suv kašalj, anoreksija, 
ubrzan rad srca i promene na koži. Mikrofilarije su detektovane kod 22 
psa (37%) modifikovanim Knott-ovim testom. Molekularno genetskom 
metodom utvrđena je prevalencija D.immitis 42%, a D. repens 
22 %. U sprovedenom istraživanju je bilo 7 pasa koji su bili negativni 
na Knott testu, dok su metodom PCR pokazali pozitivnu reakciju 
na prisustvo vrsta iz roda Dirofilaria. Na osnovu dobijenih rezultata 
primena molekularno-genetskih metoda potvrđuje svoju opravdanost 
u preciznoj i pouzdanoj specijskoj identifikaciji roda Dirofilaria.




Nematode­ roda­ Dirofilaria pripadaju­ familiji­ Onchocercidae i­ subfamiliji­
Dirofilarinae,­ redu­ Spirurida (Anderson,­ 2000).­ Primarni­ domaćini­ su­ psi,­ a­
uzročnik­može­da­parazitira­ i­kod­vukova,­dinga,­kojota,­ lisica,­mačaka,­ feretki,­
medveda,­konja,­zečeva,­pandi,­jelena,­majmuna­i­ljudi­(Manfredi­i­sar.,­2007).­Psi,­
posebno­lovački,­su­mnogo­češće­izloženi­komarcima,­pa­se­smatra­i­da­češće­
oboljevaju­ (Ebania­ i­ sar.,­2015).­U­Evropi­najčešće­filaride­pasa­koje­se­mogu­
naći­u­perifernoj­krvi­su­Dirofilaria immitis, D. repens, Acanthocheilonema (syn. 




Smatra­ se­ da­ klimatske­ promene­ omogućavaju­ širenje­ dirofilarioze­ zbog­
bržeg­razmnožavanja­vektora­kao­što­su­Aedes vexans, A. albopictus, A. cinereus, 




infekcije.­Adultni­oblici­D. immitis dolaze u desnu stranu srca i pulmonalnu arteriju 
između­70-85.­dana­ i­postaju­seksualno­zreli­nakon­120­dana.­Dužina­odraslih­
ženki­ iznosi­ 250-310­mm,­ a­ širina­ 1-1.3­mm,­ dok­ je­ dužina­ odraslih­ mužjaka­
120-200­mm,­a­širina­0.7-0.9­mm.­Prepatentni­period­iznosi­6-9­meseci,­nakon­
čega­ ženke­ kreću­ da­ produkuju­mikrofilarije.­Adulti­ mogu­ da­ žive­ od­ nekoliko­
meseci­ do­ nekoliko­ godina,­ a­mikrofilarije­ od­ 2­ do­ 18­meseci­ (Manfredi­ i­ sar.,­
2007).­Dirofilaria immitis­parazitira­u­desnoj­strani­srca­i­plućnoj­arteriji­kod­pasa,­
dovodeći­do­značajnog­funkcionalnog­oštećenja­srca­(Albonico­i­sar.,­2014),­dok­
adultni oblici D. repens­uglavnom­parazitiraju­u­subkutanom­ tkivu­dovodeći­do­
manjih­oštećenja­kože­(Latrofa­i­sar.,­2011).­
Kardiovaskularna­ dirofilarioza­ pasa­ ima­ hroničan,­ progresivan­ tok­ i­
prvenstveno­ dovodi­ do­ promena­ na­ plućima­ i­ srcu­ domaćina­ (Venco,­ 2007).­
Povećanje­broja­adultnih­formi­parazita­u­pulmonalnoj­arteriji­dovodi­do­uvećanja­
endotelnih­ ćelija­ tunica intima­ i­ posledičnog­ suženja­ lumena­ krvnih­ sudova­ i­
smanjenja­elastičnosti­njihovog­zida­(Simón­i­sar.,­2012).­Usled­oštećenja­endotela­
dolazi­do­aktivacije­neutrofilnih­granulocita­koji­se­adheriraju­na­endotel­i­stvaraju­
enzime,­ koji­ ga­ dodatno­ oštećuju.­ Oštećene­ površine­ arterija­ omogućavaju­








Materijal i metode rada / Material and methods
da je zoonozni potencijal D. repens­u­Evropi­znatno­veći­(Pampiglione­i­Rivasi,­
2000).­
Jedini antiparazitik koji deluje na odrasle oblike ove nematode kod 





u­ periodu­od­2001.-2008.­ godine­dijagnostikovano­ je­ 19­ slučajeva­dirofilarioze­

















i­ ­nepouzdan­je­kod­mačaka,­kod­kojih­ je­prisutan­ izrazito­mali­broj­cirkulišućih­
mikrofilarija.­Danas­ se­ sve­ češće­ u­ dijagnostici­D. immitis koriste molekularno 
genetske­ metode,­ odnosno­ reakcija­ lančane­ polimerizacije­ (polymerase chain 
reaction­-­PCR)­zbog­vrlo­visoke­specifičnosti,­osetljivosti­i­mogućnosti­da­se­bez­





D. immitis i D. repens u populaciji pasa na teritoriji grada Beograda, kao i ispitivanje 






su bili sa teritorije grada Beograda i nijedan pas nije napuštao teritoriju Republike 
Srbije.­Svim­psima­ je­urađen­opšti­ klinički­ pregled­ i­ uzorkovana­krv­punkcijom 









kit“­ (Qiagen)­ u­ sklаdu­ sа­uputstvom­proizvođаčа. In vitro­ klonirаnje­ frаgmentа­
DNK­ je­ obаvljeno­putem­ reаkcije­ lаnčаne­polimerizаcije,­ odnosno­putem­PCR­
аmplifikаcije­u­аpаrаtu­koji­ imа­mogućnost­brze­promene­temperаturnih­uslovа­
(Stevanović­i­sar.,­2011).­
Za detekciju D. immitis­ korišćen­ je­ set­ prajmera­ ROR­
91­ (5’-GCATCTTAGAACTTGGTCCATCC-3’)­ i­ ROR­ 92­
(5’-CAAAGGCGTATTTACCGCCAC-3’)­ koji­ ima­ ulogu­ da­ umnožava­ segment­
veličine­ 440­ bp­ 16S­ rRNK­ (Watts­ i­ sar.,­ 1999).­ Za­ detekciju­ D. repens 




(Labnet­ International­ Inc.).­PCR­ reаkcionа­smešа­ukupnog­volumena­25­μL­ je­
sаdržаlа­ 1×PCR-pufer­ (Kapa­Biosystems),­ 1,5­mM­MgCl2­ (Kapa­Biosystems),­
100­μM­dNTP­(Kapa­Biosystems),­2­μM­svаkog­prаjmerа,­0,5­U­Taq­polimerаze­
(Kapa­Biosystems)­i­5­μL­(10­ng/­μL)­izolovаne­DNK.




temperature­ hibridizacije­ koja­ je­ kod­ D. repens­ iznosila­ 53°C.­ Produkti­ PCR­
аmplifikаcije­su­rаzdvojeni­elektroforezom­(pri­struji­od­50­mA­i­nаponu­od­50V­















Table 1. Tabular presentation of the results obtained by the method of modified Knott test 
and PCR
Broj­pregledanih­pasa­(N=60)
Number of examined dogs (N=60)








Number of positive dogs
Prevalencija­/
Prevalence
Dirofilaria  immitis 14 42%
Dirofilaria  repens 22 37% 2 22%
Molekularno­ genetskim­ metodama­ u­ cilju­ dokazivanja­ prisustva­ DNK­
dirofilarija­ vrsta,­ utvđeno­ je­ 14­ pozitivnih­ pasa­ na­D. immitis (23%),­ dva­ psa­
pozitivna na D. repens­(3%),­dok­je­mešovita­infekcija­ustanovljena­kod­11­pasa­
(18%)­(Slika­1).­Dobijeni­rezultati­ukazuju­da­je­prevalencija­D. immitis­42%­(25/60),­
a D. repens­ 22%­ (13/60)­ (Tabela­ 1).­Kod­3­ psa­ koji­ su­ bili­ negativni­ na­Knott­
testu,­dokazana­ je­mešovita­ infekcija,­dok­ je­samo­ jedan­pas­bio­negativan­na­
Slika­1.­Prikaz­dobijenih­rezultata­dobijenih­na­agaroznom­gelu­obojenom­u­etidijum­bro-
midu. Dirofilaria immitis­pozitivni­uzorci­daju­trake­veličine­440­bp,­a­D. repens uzor-
ci­daju­trake­veličine­246bp­M-­Marker­(100bp­DNA ladder Nippon Genetics, Ger-
many);­1-3­–­Dirofilaria immitis pozitivni­uzorci;­4-7­Dirofilaria repens pozitivni uzor-
ci; 8­i­9­–­negativna­kontrola
Picture 1. Presentation of the results obtained by agarose gel stained with ethidium bro-
mide. Dirofilaria immitis positive samples  give stripes size 440 bp, and  D. repens 
uzorci give stripes size 246bp M- Marker (100bp DNA ladder Nippon Genetics, Ger-
many); 1-3 – Dirofilaria immitis positive samples; 4-7 Dirofilaria repens positive sam-












prevalenciju D. immitis­42%­i­D. repens­22%­u­ispitivanoj­grupi­životinja.­Kod­11­
pasa­bila­je­prisutna­mešovita­infekcija,­što­se­može­objasniti­učešćem­istih­vektora­
u­prenošenju­različitih­vrsta­roda­Dirofilaria. Dobijeni rezultati nisu u korelaciji sa 
rezultatima­dobijenim­na­osnovu­seroloških­metoda­na­teritoriji­Pančeva­i­Velikog­
Gradišta, gde je prevalancija D. repens­iznosila­42.6%,­a­D. immitis­12.3%­(Tasić­
i­sar.,­2012).
Veća­ prevalencija­ D. immits­ u­ našem­ istraživanju­ u­ odnosu­ na­ ranija­
istraživanja­ na­ teritoriji­ Srbije­ mogu­ se­ objasniti­ klimatskim­ promenama­ koje­





mogućnosti­ dobijanja­ lažno­ negativnih­ rezultata­ je­ upravo­ jedan­ od­ glavnih­
problema­upotrebe­seroloških­metoda­detekcije­ i­Knott­ testa,­što­ je­zapaženo­ i­




Iako u našem radu nije bilo uzoraka koji su bili pozitivni na Knott testu, a 
negativni­metodom­PCR,­na­ovakve­uzorke­treba­posebno­obratiti­pažnju­zbog­
mogućeg­prisustva­drugih­vrsta­filarija.­Osim­D. immitis postoji još barem šest 
filarida­koje­produkuju­mikrofilarije,­a­daju­negativne­rezultate­seroloških­testova­




filarija­ vrsta­ kod­ pasa­ može­ biti­ od­ velikog­ značaja,­ kako­ zbog­ zoonoznog­
potencijala­tako­i­zbog­terapije­obolelih­životinja.­A. canthocheilonema reconditum 
i A. dracunculoides­nemaju­veći­klinički­značaj,­dok­D. repens uglavnom dovodi 








sa­ radovima­ drugih­ autora­ i­ smatra­ se­ da­ je­ ustanovljena­ prevalencija­ velika­





detekcija­ uzročnika­ je­ neophodna­ u­ obezbeđivanju­ osnovnih­ informacija­ o­
prevalenciji,­ incidenciji­ i­ rasprostranjenosti­ u­ populaciji­ pasa­ na­ određenom­
području,­kao­i­za­sprovođenje­adekvatnih­ i­efikasnih­mera­zdravstvene­zaštite­
ljudi­ i­ životinja.­ Dalja­ istraživanja­ će­ biti­ usmerena­ na­ ispitivanje­ potencijalnih­
vektora­ uključenih­ u­ prenos­ D. immitis i D. repens, kao i razvijanja metode 




















babesiosis­and­molecular­identification­of­Babesia canis and Babesia gibsoni­infections­
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MOLECULAR DETECTION AND INVESTIGATION OF THE PRESENCE 
OF DIROFILARIOSIS CAUSATIVE AGENT IN DOGS ON THE TERRITORY 
OF BELGRADE
Davitkov Dajana, Davitkov Darko, Vučićević Miloš, Nešić Vladimir, Glavinić Uroš,  
Stevanović Jevrosima, Stanimirović Zoran
Dirofilariosis­in­dogs­is­a­parasitic­disease­caused­­by­the­strains­Dirofilaria immitis 
and  D. Repens. Dirofilaria immitis­parasitizes­­in­the­right­side­of­the­heart­and­pulmonary­
artery,­causing­considerable­ functional­ impairment­of­ the­heart,­while­adult­ forms­of­ ­D. 
repens­ mostly­ parasitize­ in­ ­ subcutaneous­ tissue­ causing­ minor­ skin­ damage.­ In­ this­
investigation,­during­the­period­from­May­to­November­2015,­60­dogs­of­different­race­from­
the­territory­of­Belgrade­were­examined.­
Ater­ the­ clinical­ examination,­ the­ blood­ was­ sampled­ for­ microfilariae­ detection­
by­Knott­ test,­as­well­as­ for­molecular­detection­of­ the­agent.­Main­clinical­ signs­were:­
fatigue­during­exersise,­shortness­of­breath­and­dry­cough,­anorexia,­rapid­heartbeat­and­










МОЛЕКУЛЯРНОЕ ОБНАРУЖЕНИЕ И ИССЛЕДОВАНИЕ РАСПРОСТРАНЕНИЯ 
ВОЗБУДИТЕЛЕЙ ДИРОФИЛЯРИОЗА У СОБАК НА ТЕРРИТОРИИ ГОРОДА 
БЕЛГРАДА 
Давитков Дайана,  Давитков Дарко,  Вучичевич Милош, Нешич Владимир, 
Главинич Урош, Стеванович Евросима, Станимирович Зоран
Дирофиляриоз­у­собак­-­паразитное­заболевание,­вызываемое­видами­Dirofilaria 





2015­ года.­ После­ клинического­ осмотра­ взяты­ образцы­ крови­ для­ определения­
микрофилярий­ модифицированным­ тестом­ Нотта,­ а­ также­ для­ молекулярного­
определения­ возбудителей.­ Основными­ клиническими­ признаками­ были:­ быстрая­
утомляемость­во­время­тренировки,­ тяжелое­дыхание­и­сухой­кашель,­анорексия,­
ускоренное­ сердцебиение­ и­ изменения­ на­ коже.­Микрофилярии­ обнаружены­ у­ 22­
собак­(37%)­с­помощью­модифицированного­теста­Нотта.­Молекулярно-генетическим­
методом­подтверждено­преобладание­­D.immitis­42%,­а­D. repens­22%.­В­проведенном­
исследовании­ участвовали­ 7­ собак,­ результаты­ теста­ Нотта­ для­ которых­ были­
отрицательны,­ в­ то­ время­ как­ с­ помощью­ метода­ PCR­ выявлена­ положительная­
реакция­ на­ наличие­ видов­ из­ рода­ Dirofilaria.­ На­ основании­ полученных­ данных­
применение­молекулярно-генетического­метода­подтверждает­свою­оправданность­
в­точной­и­надежной­специфической­идентификации­рода­Dirofilaria.
Ключевые­слова:­Белград, Dirofilaria spp, тест­Нотта,­собака,­PCR­
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